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RESUMEN 
 
El Síndrome de SanFilippo o mucopolisacaridosis (MPS) Tipo III-C está definido dentro de los 
cinco trastornos de almacenamiento lisosomal neurodegenerativo autosómico recesivo en los 
humanos, cuyos síntomas son causados por la deficiencia de enzimas involucradas solamente en 
la degradación de heparán sulfato. La importancia de la degradación del heparán sulfato, así como 
los cambios biomoleculares dentro de la célula y los síntomas clínicos aún no son bien descritos y 
comprendidos. Por lo cual, se han identificado algunos genes con mutaciones encargadas de 
desencadenar la enfermedad, sin embargo, las interacciones del heparán sulfato con otras 
biomoléculas no han sido evaluadas hasta la actualidad.  
 
Mediante el uso de herramientas in silico, en este trabajo de investigación se propone un (1) 
modelo de estructura tridimensional para cada isoforma de la enzima Heparán-Alfa-Glucosamina-
N-Acetiltransferasa  (HGSNAT), así como las interacciones que más se favorecen con los sustratos 
heparán sulfato (HS) y Acetil CoA. Estos modelos son coherentes para el tipo de enzima que 
además se encuentra relacionada con la enfermedad del Síndrome de SanFilippo. 
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ABSTRACT 
 
SanFilippo syndrome or Mucopolysaccharidosis (MPS) Type IIIC is defined within the five 
disorders of autosomal recessive neurodegenerative autosomal storage in humans, symptoms that 
are caused by the deficiency of enzymes involved only in the degradation of the heparan sulfate 
substrate. The importance of heparan sulfate degradation, as well as changes in biomolecules 
within the cell and clinical symptoms are not yet well described and understood. Therefore, some 
genes have been identified with mutations responsible for triggering the disease, however, the 
interactions of heparan sulfate with other biomolecules have not been evaluated to date. 
 
Through the use of in silico tools, in this research work propose one (1) model of three dimensional 
structure for each isoform of the enzyme Heparan-Alpha-Glucosamine-N-Acetyltransferase 
(HGSNAT), as well as the interactions that are most favored with the substrates heparan sulphate 
(HS) and Acetyl CoA. These models are consistent for the type of enzyme that is also related to 
the disease Sanfilippo Syndrome. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
Según la OMS, se considera un enfermedad rara a aquel trastorno que se presenta en al menos 5 
de cada 10.000 nacimientos vivos, razón por la cual la organización junto con organismos 
internacionales se encuentra en una constante lucha contra dichas enfermedades, con la finalidad 
de que se extinga la aparición de nuevos casos (OMS, 2013).  
 
La mucopolisacaridosis tipo III (MPS III) es una enfermedad rara o inusual, dentro de la cual el 
organismo humano carece o no tiene suficientes enzimas necesarias para degradar las cadenas 
largas de polisacáridos. Estas moléculas se denominan comúnmente como glucosaminoglicanos 
los cuales anteriormente se conocían como mucopolisacáridos y cuya acumulación en distintas 
partes del organismo causan diversos problemas de salud (MedlinePlus, 2017).  
Las causas de este síndrome están relacionadas con trastornos hereditarios que se transmiten de 
padres a hijos, la MPS III se genera cuando hay carencia o deficiencia de las enzimas encargadas 
de degradar la cadena de azúcares del heparán sulfato. Actualmente existen principalmente cuatro 
tipos de MPS III (A, B, C y D) los cuales se diferencian dependiendo de la enzima afectada. La 
MPS III-C es causada por un defecto en la enzima HGSNAT, es decir que las personas que padecen 
este síndrome carecen o no producen suficiente acetilCoAlfa-glucosaminida Acetiltransferasa 
(Mitchell et al., 2016).  
 
Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que tienen como función catalizar reacciones 
químicas, siempre y cuando estas reacciones sean termodinámicamente posibles, además, permiten 
que las reacciones energéticamente posibles a velocidades bajas sean cinéticamente favorables, lo 
que se traduce en que, la reacción ocurre a mayor velocidad que sin la presencia de estas (Garrett 
& Grisham, 1999). Las enzimas transferasas son encargadas de catalizar reacciones químicas 
transfiriendo grupos funcionales de una molécula donadora a una aceptora (Nelson, Lehninger, & 
Cox, 2015). 
 
La proteína HGSNAT (Heparán-Alfa-Glucosamina-N-Acetiltransferasa) es una enzima que 
pertenece a la familia de las transferasas, específicamente las acetiltransferasas que se encargan de 
transferir grupos distintos a los aminoacilo. Esta enzima, participa en la degradación de 
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glucosaminoglicanos y estructuras de glucanos como el heparán sulfato. Las mutaciones en el gen 
que codifica esta enzima desencadenan el Síndrome de SanFilippo o mucopolisacaridosis tipo IIIC 
(Ouesleti et al., 2017).  
 
El presente proyecto de investigación tiene como finalidad fundamental evaluar la interacción de 
la enzima HGSNAT que presenta dos isoformas con los sustratos heparán sulfato y Acetil CoA, 
esto con la finalidad de dar a conocer una estructura aproximada de la proteína y que futuras 
investigaciones puedan tenerlo como referencia para el desarrollo o búsqueda de dianas 
farmacológicas.  
 
El uso de herramientas computacionales ha permitido el acercamiento al entendimiento de varios 
procesos en diferentes áreas del conocimiento. Estas herramientas cada vez tienden a representar  
mediante simulaciones de alta eficiencia los procesos biológicos. En este trabajo se hizo uso de 
estas simulaciones y predicciones para poder generar modelos de la estructura tridimensional de 
las dos isoformas de la enzima HGSNAT involucrada en el Síndrome de SanFilippo, por su 
relación con la interacción existente en la degradación del sustrato heparán sulfato.  
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2. ANTECEDENTES  
 
El Síndrome de SanFilippo pertenece a uno de los 50 trastornos de almacenamiento lisosomal, 
estas patologías se originan por la deficiencia de enzimas encargadas de la degradación de un 
producto metabólico cuya acumulación da como resultado un mal funcionamiento y una 
enfermedad lisosomal. La clasificación de estos trastornos se basa en la naturaleza del material 
almacenado, seguido de la actividad enzimática que se ha obstaculizado. Para el caso de la 
mucopolisacaridosis IIIC o Síndrome de SanFilippo la enzima HGSNAT es la enzima relacionada 
con la acumulación o degradación del sustrato heparán sulfato, por lo tanto, la deficiencia de dicha 
enzima ocasiona que el sustrato no se degrade y se forme un depósito lisosomal por su 
acumulación.  El heparán sulfato es un polisacárido o glucosaminoglucano cargado negativamente,  
lo cual le permite unirse covalentemente a un número de proteínas en la superficie celular y en la 
matriz extracelular (Fedele, 2015). Seguido a esto, la enzima HGSNAT está encargada de acetilar 
el grupo amino expuesto del heparán sulfato, por lo tanto cuando se presenta una disminución o 
deficiencia de dicha enzima la acumulación se da principalmente por las propiedades bioquímicas 
de la proteína deficiente, el gen para el Síndrome de SanFilippo permaneció evasivo. 
Originalmente, se demostró que los fibroblastos cutáneos de pacientes con MPS IIIC mostraban 
una falta de actividad relacionada con la enzima HGSNAT, la enzima responsable se localizaba 
seguido a la membrana lisosómica y demostraba que se catalizaba una acetilación transmembrana 
del residuo terminal de glucosamina de la heparán sulfatasa intralisosomal. Luego de 20 años 
aproximadamente, se identificó el gen HGSNAT en el cromosoma 8p11.1 y que cuenta con 18 
exones. El ADNc (ADN complementario) codifica un polipéptido de 635 aminoácidos que 
contiene once dominios transmembranales y cinco sitios de glicosilación  unidos a la asparagina 
(Haer-Wigman et al., 2015).  
 
Como analogía, Feldhammer, et al., reportan que se han encontrado mutaciones de la enzima 
HGSNAT en seis pacientes con la forma no sindrómica de retinitis pigmentosa RP (distrofia 
hereditaria de la retina provocada por la pérdida de fotorreceptores y que se caracteriza por la 
presencia de depósitos de pigmento visibles por examen el fondo de ojo). Las mutaciones de la 
enzima, resultan en la disminución de las actividades que realiza HGSNAT generando así 
neurodegeneración y otros síntomas clínicos (Feldhammer, Durand, & Pshezhetsky, 2009). 
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3. MARCO REFERENCIAL 
 
3.1 Introducción a las enzimas transferasas 
 
Las acetiltransferasas son las encargadas de transferir un grupo como por ejemplo, un grupo acetil 
de un compuesto llamado donante a otro considerado aceptor. Los nombres sistemáticos de estas 
enzimas se forman conforme de acuerdo con el esquema donador o aceptor, en muchos casos, el 
donante es un cofactor (coenzima) cargado con el grupo que se transferirá (Nelson et al., 2015).  
 
El caso de las histonas acetiltransferasas (HAT), en la enzima residen en las colas de histonas. 
Generalmente, la adición de grupos acetilo a las colas de histonas da como resultado la activación 
génica induciendo una conformación de eucromatina y reclutando factores de transcripción que 
contienen bromodominio para genes muy próximos a la histona acetilada. En una reacción 
mediada por enzimas deacetilasa, como histona desacetilasas (HDAC) y sirtuinas, la modificación 
puede eliminarse, permitiendo de este modo una regulación dinámica y controlada de la expresión 
génica (Nelson, Lehninger, & Cox, 2006). En la Fig. 1., se observa como ocurre la transferencia 
del grupo acetil mediado por la enzima HAT a una molécula aceptora. 
 
 
Fig. 1. Transferencia de grupos por las enzimas Acetiltransferasas (Dokmanovic, Clarke, & 
Marks, 2007). 
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3.2 Las enzimas y su relación con enfermedades humanas 
 
Actualmente, se conocen aproximadamente 50 trastornos lisosomales enzimáticos relacionados 
con el fallo presente en la actividad de algunas enzimas, lo que desencadena en una acumulación 
de sustratos en los lisosomas, lo que conlleva a una función celular deteriorada y una disfunción 
progresiva de los tejidos y los órganos. Los lisosomas son organelos subcelulares responsables de 
degradar macromoléculas complejas y reciclar desechos celulares. Las enfermedades de 
almacenamiento lisosomal, son causadas principalmente por mutaciones en los genes que 
codifican una enzima lisosómica específica, algunas enfermedades de almacenamiento lisosomal 
son el resultado de proteínas activadoras deficientes (Yu, Sun, & Zhou, 2013).   
 
3.3 Mucopolisacaridosis III o Síndrome de SanFilippo 
 
El Síndrome de SanFilippo o mucoplisacaridosis tipo III (MPS-III) comprende un grupo de 
enfermedades de almacenamiento lisosomal, causado por la deficiencia de una de las cuatro 
enzimas lisosomales que están involucradas en la degradación del heparán sulfato. Las enzimas 
responsables de los distintos tipos de MPS-III son las que dan la clasificación de los diferentes 
tipos de MPS-III, clasificándose entonces, así (Fedele, 2015):  
 
3.3.1 MPS-IIIA: Causada por la deficiencia de la enzima sulfamidasa 4-Alfa-N-
acetilglucosaminidasa. 
3.3.2 MPS-IIIB: Causada por la deficiencia de la enzima NAGLU N-acetil-Glucosaminidasa. 
3.3.3 MPS-IIIC: Causada por la deficiencia de la enzima HGSNAT Heparan-alfa-
glucosamina-N-acetiltransferasa. 
3.3.4 MPS-IIID: Casusada por la deficiencia de la enzima GNS N-acetilglucosamina-6-
sulfatasa. 
3.3.5 MPS-IIIE: Causada por la deficiencia de la enzima ARSG Arilsulfatasa-G. 
 
La MPS III es un trastorno hereditario, esto quiere decir que se transmite de padres a hijos por lo 
cual se considera con un rasgo autosómico recesivo (Fedele, 2015).  En la Tabla 1 se organizan 
los diferentes subtipos de MPS de acuerdo a su actividad y la enzima involucrada en ella. 
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Tabla 1. Resumen de la clasificación fenotípica, enzimática y genética de los subtipos de MPS 
III. Adaptada de: (Fedele, 2015). 
Subtipo 
Fenotipo 
Número 
MIM 
Actividad 
Número 
EC 
Gen/Locus 
Gen/Locus 
Número 
MIM 
Locación 
Citogénica 
MPS IIIA 
MIM 
252900 
Sulfamidasa 
EC 
3.10.1.1 
SGSH 
MIM 
605270 
17q25.3 
MPS IIIB 
MIM 
252920 
Alfa-N-
acetilglucosaminidasa 
EC 
3.2.1.50 
NAGLU 
MIM 
609701 
17q21.1 
MPS IIIC 
MIM 
252930 
Heparan-alfa-
Glucosaminida-N-
acetiltransferasa 
EC 
2.3.1.78 
HGSNAT 
MIM 
610453 
8p11.1 
MPS IIID 
MIM 
252940 
N-acetilglucosamina-6-
sulfatasa 
EC 
3.1.6.14 
GNS 
MIM 
607664 
12q14.4 
MPS IIIE NA 
N-glucosamina-3-O-
sulfatasa 
EC 
3.1.6.- 
ARSG 
MIM 
610008 
17q24.2 
 
Los síntomas somáticos en humanos pueden incluir rasgos faciales toscos, con cejas amplias, 
pestañas oscuras, secas y ásperas, síntomas articulares neurodegenerativos, hepatoesplenomegalia, 
macrocrania y pérdida de audición. Sin embargo, la característica más relevante de la MPS III es 
la degeneración del sistema nervioso central (SNC), lo que trae como consecuencias: retraso 
mental e hiperactividad, comúnmente las etapas iniciales de la patología pueden comenzar a la 
edad de 1 a 3 años, se manifiestan con retrasos cognitivos y con problemas de conducta agresivos, 
así como el desarrollo del habla obstaculizado. En la edad de 3 a 5 años, se manifiesta comúnmente 
una combinación de hiperactividad que suele ser violenta y destructiva, así mismo como trastornos 
del sueño, los pacientes pueden permanecer en ese estado en un rango de edad de 5 a los 10 años, 
pasados estos años hay una regresión del comportamiento la cual se asocia con una progresiva y 
severa pérdida de procesos intelectuales (como hablar) y funciones motoras (como caminar y 
tragar) (Fedele, 2015).  
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En la actualidad el tratamiento de la mucopolisaridosis se realiza con la inclusión de células madre 
hemapoyéticas, esto se ha realizado en pacientes con MPS IIIA o MPS IIIB pero con resultados 
dudosos para evitar la neurodegeneración, por lo cual se están realizando nuevas iniciativas para 
el tratamiento con células del cordón umbilical, cuya administración en el ventrículo lateral 
cerebral en ratones con MPS IIIB ha conseguido disminuir las alteraciones histopatológicas 
(Boelens, et al., 2010). La terapia enzimática sustitutoria (TES) es considerada la más exitosa 
contra los síntomas no neurológicos de las enfermedades lisosomales, donde el principio 
farmacéutico es que las hidrolasas lisosomales recombinantes son absorbidas por células y tejidos 
a través de los receptores de la manosa, de esta manera son liberadas a los lisosomas en donde se 
activan y reemplazan a las hidrolasas de actividad residual (Brady, 2006). 
 
3.4 Bioquímica de los genes implicados en la degradación del heparán sulfato (HS) 
 
El heparán sulfato (HS) es un polisacárido cargado negativamente o un glucosaminoglucano 
(GAG) unido covalentemente a un número indefinido de proteínas en la superficie de la célula y 
en la matriz extracelular. El HS existe en la célula como proteoglicanos catabolizados dentro del 
lisosoma. En esta forma los HS suelen unirse a una gran variedad de proteínas para así regular una 
amplia variedad de actividades biológicas, dentro de las cuales se incluyen procesos de desarrollo, 
angiogénesis, coagulación de la sangre y en la metástasis tumoral, además los HS han mostrado 
desempeñar un papel como receptores para numerosos virus (Holmes et al., 2013).  En la Fig. 2. 
Se presenta la fórmula estructural descrita para el heparán sulfato (HS). 
 
Fig. 2. Estructura del heparán sulfato. Fuente: 
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Heparan_sulfate#section=Top)  
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3.5 Mucoplisacaridosis IIIC 
 
Debido a las propiedades bioquímicas de los genes deficientes, el gen de MPS-IIIC permanece 
más evasivo en relación a los demás tipos de MPS III. Inicialmente, los pacientes con MPS-IIIC, 
mostraron a través de sus fibroblastos una falta de actividad de la enzima HGSNAT, la cual 
posteriormente se localizó en la membrana lisosómica y se demostró que cataliza una acetilación 
transmembranal del residuo terminal de glucosamina presente en el heparán sulfato. Con base en 
lo anterior, la MPS-IIIC está directamente relacionada con la deficiencia o baja actividad de la 
enzima HGSNAT que se encarga de acetilar el HS. La enfermedad es causada por mutaciones que 
afectan el gen (HGSNAT). La enfermedad más representativa de esa enzima, es la 
mucopolisacaridosis tipo III-C, una enfermedad de almacenamiento lisosomal autosómica recesiva 
debida a la alteración de la degradación de heparán sulfato. La patología se caracteriza por una 
degeneración grave del sistema nervioso central, el inicio de las características clínicas 
generalmente ocurre entre 2 y 6 años; la degeneración neurológica severa ocurre en la mayoría de 
los pacientes entre los 6 y 10 años de edad, y la muerte ocurre típicamente durante la segunda o 
tercera década de la vida (Fedele, 2015). 
 
3.6 Heparán-Alfa-N-Glucosamina-Acetiltransferasa (HGSNAT) 
 
Es una enzima acetiltransferasa lisosómica que acetila el residuo alfa-glucosamina terminal no 
reductor de heparina intralisosomal o heparán sulfato, convirtiéndolo en un sustrato para alfa-N-
acetil glucosaminidasa luminal (Fan et al., 2006). La enzima HGSNAT presenta dos isoformas por 
iniciación alternativa, tanto la isoforma 1 (identifier: Q68CP4-1) como la isoforma 2 (identifier: 
Q68CP4-2) están dirigidas correctamente al compartimiento lisosómico y son enzimas 
funcionales.  La isoforma 1 está compuesta por 663 aminoácidos, mientras que la isoforma 2 está 
conformada por 635, ya que presenta una ausencia de los aminoácidos del 1-28 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4).  La enzima HGSNAT, presenta una actividad catalítica 
descrita bajo la siguiente reacción (Reacción 1.): 
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Reacción 1. Actividad catalítica de la enzima HGSNAT. Fuente: (http://www.brenda-
enzymes.org/structure.php?show=reaction&id=321328&type=S&displayType=marvin) 
 
La degradación del HS puede iniciar con la desulfatación de los residuos de ácido idurónico, esta 
desulfatación ocurre por la acción de la enzima iduronato sulfatasa (Wilson et al., 1990). 
Posteriormente, el grupo Acetil del AcetilCoA se une al grupo amino del polisacárido heparán 
sulfato a través de la acción de la HGSNAT encargada de transferir este grupo al HS (Fan et al., 
2006), dicha transferencia es necesaria para formar unidades de N-acetilglucosamina que luego 
son reconocidas por la enzima NAGLU (Hrebícek et al., 2006), lo que permite que el HS pueda 
continuar degradándose (Fedele, 2015).  
 
En la actualidad, las estructuras terciarias de la enzima HGSNAT (isoforma 1 y 2) se encuentran 
ausentes, es decir que no se están completamente modeladas, se representan algunos fragmentos 
de otros homólogos que pueden relacionarse con la estructura terciaria de ambas isoformas 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4#structure).  
 
3.7 Herramientas bioinformáticas (in silico) 
 
El estudio de proteínas codificadas a través de genes mediante bioinformática, asocia disciplinas 
como las matemáticas, biología, bioquímica y desarrollo de software, y por esta razón, el desarrollo 
de algoritmos que reduzcan el tiempo de predicción en el software da una visión más rápida al 
comportamiento bioquímico que sufren los genes. Y entre las mismas ramas interdisciplinares 
facilita lo que se puede considerar como un estudio a profundidad en bioinformática (Roldán 
Martínez & Pastor López, 2015). 
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Uno de los principales objetivos de la bioinformática es la predicción de estructuras, especialmente 
cuando se trata de la estructura terciaria de una proteína que aún sigue siendo considerada como 
un paradigma difícil e irresolvible cuando la información disponible no es suficiente para la 
construcción del modelo en tres dimensiones (3D), los dos problemas principales son el cálculo de 
la energía libre de la proteína y la resolución mínima global de esta energía. Por lo tanto, un método 
de predicción de estructura debe ser capaz de explorar el espacio posible de las estructuras 
proteicas el cual se describe como espacialmente inmenso. Estos problemas pueden simplificarse 
a través de métodos de modelado por homología y threading o enhebrado de proteínas, los cuales 
buscan que el espacio de búsqueda pueda ser asumido por una estructura cercana determinada 
experimentalmente para otra proteína homóloga (Sáenz, et al., 2011).  
 
Además, dentro de las múltiples aplicaciones de la bioinformática se encuentra el desarrollo de 
simulaciones de acoplamiento molecular comúnmente conocido como docking, el cual busca 
predecir las interacciones existentes entre una proteína diana y una molécula pequeña llamada 
sustrato, con la finalidad de formar un complejo estable. Los resultados arrojados por el docking 
molecular, permiten identificar interacciones a través de fármacos in silico potenciales para así 
identificar las moléculas que tienen mayor probabilidad de enlazar la proteína de interés. 
Adicionalmente, el docking permite optimizar la dirección de predicción del ligando enlazado a la 
proteína, con la finalidad de representar el diseño de análogos más potentes y selectivos (Kitchen, 
Decornez, Furr, & Bajorath, 2004). 
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4. JUSTIFICACIÓN 
 
El Síndrome de Sanfilippo o mucopolisacáridosis (MPS) tipo III, se considera como una de las 
enfermedades raras más devastadoras de carácter genético autosómico recesivo. Es causado por la 
ausencia o deficiencia de una de las enzimas responsables de la degradación de heparán sulfato, 
un tipo de proteoglicano que se encuentra en la matriz extracelular y en las glicoproteínas de la 
superficie celular (Fedele, 2015). 
 
Al no degradarse el heparán sulfato, este se acumula en los lisosomas de las células de todo el 
cuerpo, causando daño grave y progresivo a distintos órganos. El sistema nervioso central, es el 
sistema más sensible al daño por acumulación de heparán sulfato, resultando en retraso mental e 
hiperactividad, típicamente comenzando durante la infancia y conduciendo a la muerte usualmente 
durante la adolescencia (Fedele, 2015). La enfermedad fue descrita en 1963 por el pediatra 
estadounidense Sylvester Sanfilippo, al que debe su nombre (http://www.redsanfilippo.org). 
 
La mucopolisacaridosis tipo III se ha categorizado en las siguientes etapas del desarrollo de la 
enfermedad (Sanjurjo et al., 2015): 
 
 Etapa I: Dificultad del habla, aprendizaje lento y conductas de alteración por estrés. 
 Etapa II: La habilidad de hablar y entender desaparece gradualmente, actividad excesiva 
e inquietud.  
 Etapa III: La habilidad motora se ve comprometida, se genera perdida de conductas 
naturales como control de esfínteres, respiración y parpadeo.  
 
Los subtipos de MPS tipo III son causados por la deficiencia de las enzimas: sulfamidasa (MPS 
IIIA), α-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU, MPS IIIB), Heparán acetil CoA: α-glucosaminida N-
acetiltransferasa (HGSNAT, MPS IIIC), N-acetilglucosamina 6-sulfatasa (GNS, MPS IIID); o N-
glucosamina 3-O-sulfatasa (arilsulfatasa G o ARSG, MPS IIIE) (Fedele, 2015). 
 
De estas enzimas, las HGSNAT está encargada de acetilar las terminales no reducidas de residuos 
de alfa-glucosamina del heparán sulfato, generando así sustratos, los cuales pueden ser utilizados 
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por la enzima luminal n-acetil glucosaminidasa que se acopla a la ruta de degradación enzimática 
del heparán sulfato. Cuando se presenta una deficiencia de HGSNAT, se genera acumulación 
lisosomal de heparán sulfato, lo que genera el subtipo de enfermedad neurodegenerativa severa 
conocida como mucopolisacáridosis tipo III-C (MPS III-C) (Durand et al., 2010). Continuando 
con lo anterior, el síndrome de Sanfilippo está subdiagnosticado, lo que hace difícil apreciar la 
prevalencia. Sin embargo, la prevalencia de la mucopolisacáridosis tipo III-C en el mundo es de 1 
de cada 70.000 nacimientos (Servin et al., 2014). En Colombia, la frecuencia de esta patología 
para los departamentos de Cundinamarca y Boyacá, en donde se presenta mayor incidencia de 
nacimientos con mucopolisacaridosis es de 1,98 casos por cada 100.000 habitantes, para el caso 
específico de MPS III la incidencia se representa en 0,17 casos reportados hasta el 2012  (Gómez, 
García, & Suárez, 2012).  
 
El desarrollo de este proyecto de investigación busca fortalecer las bases de datos bioinformáticas 
especializadas en estructuras proteicas y docking molecular relacionadas con la enzima HGSNAT, 
identificando las posibles rutas terapéuticas a partir de las simulaciones de su actividad genómica, 
por medio de sistemas computacionales y acceso a bases de datos. Otorgando mayores 
aplicaciones de la bioinformática en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades. Por lo tanto, 
esto hace importante el tratamiento de bases teóricas que refuerzan el conocimiento y de la misma 
manera propician la generación del saber.  
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
El síndrome de Sanfilippo, o mucopolisacaridosis (MPS) tipo III, es uno de los cinco trastornos 
autosómicos recesivos, de almacenamiento lisosomal neurodegenerativo, cuyos síntomas se deben 
a la incompleta degradación lisosomal de heparán sulfato. La proteína HGSNAT es una enzima 
involucrada en la degradación de heparán sulfato, y su ausencia o deficiencia conduce a un subtipo 
de mucopolisacaridosis conocido como MPS III-C (Neufeld & Muenzer, 2013).  
 
En la actualidad, la estructura terciaria de la enzima HGSNAT es desconocida, así mismo el 
comportamiento de sus mutaciones representadas mediante dos isoformas (1 y 2), causantes del 
desarrollo progresivo de la patología. 
 
Por tanto, se hace necesario el uso de herramientas bioinformáticas que permitan modelar los 
diferentes niveles estructurales de la proteína HGSNAT y determinar mediante simulaciones de 
acoplamiento molecular o  “docking” las interacciones con los residuos alfa-glucosamina del 
heparán sulfato.  
 
La bioinformática o las aproximaciones in silico facilitan la organización de la información 
biológica de manera simplificada mediante búsquedas orientadas para el análisis de gran volumen 
de datos biológicos, dando respuesta a la creciente demanda de ensayos informáticos capaces de 
simular y dar claridad a lo que suceda dentro de los procesos bioquímicos siendo así pieza clave 
de la revolución biológica (Roldán Martínez & Pastor López, 2015). Para este proyecto, el uso de 
herramientas bioinformáticas permitió hacer un avance en el entendimiento de las funciones de la 
enzima HGSNAT en el Síndrome SanFilippo (MPS III-C).  
 
PREGUNTA PROBLEMA: 
¿Mediante métodos in silico se puede determinar la estructura terciaria de la proteína HGSNAT 
involucrada en la enfermedad mucopolisacáridosis III-C y su interacción con el Acetil CoA y el 
heparán sulfato?  
 
 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 34 
6. OBJETIVOS 
 
6.1 Objetivo General 
 
Modelar in silico la estructura terciaria de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT 
involucrada en la enfermedad de mucopolisacáridosis tipo III-C y analizar las interacciones de 
esta enzima con el Acetil CoA y el heparán sulfato mediante simulaciones de acoplamiento 
molecular. 
 
6.2 Objetivos Específicos 
 
 Predecir la estructura secundaria y modelar la estructura terciaria de las isoformas 1 y 2 de 
la enzima HGSNAT. 
 Validar y optimizar las estructuras terciarias de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT. 
 Evaluar las interacciones entre las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT y los ligandos 
Acetil CoA y heparán sulfato mediante simulaciones de acoplamiento molecular.  
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7. METODOLOGÍA 
 
7.1 Análisis bioinformático 
 
El análisis bioinformático a la enzima HGSNAT se realizó haciendo uso de herramientas in silico 
las cuales se mencionan a continuación: 
 
7.1.1 Análisis de estructura primaria 
 
La secuencia de aminoácidos o estructura primaria de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT 
está disponible en Uniprot (http://www.uniprot.org/) que es una base de datos con información 
sobre función y secuencia de proteínas.  
 
Las secuencias se trabajaron en formato Fasta, isorforma 1 (identifier: Q68CP4-1), isoforma 2 
(identifier: Q68CP4-2) y se hizo una evaluación del contenido porcentual para los aminoácidos 
presentes en cada isoforma utilizando la herramienta GPMAW Lite (http://www.alphalyse.com). 
Se usó el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk) para hacer un alineamiento entre las 
secuencias de las isoformas 1 y 2 con el fin de determinar identidad y hacer una comparación entre 
ellas.  
 
7.1.2 Predicción de segmentos transmembranales  
 
Como la enzima HGSNAT corresponde a una proteína transmembranal se hizo necesario hacer 
una predicción de los segmentos transmembranales y su orientación para lo cual partiendo del 
formato FASTA correspondiente a la secuencia de aminoácidos presentes en cada isoforma, se 
cargó la secuencia de cada una, posteriormente se hizo una comparación de los segmentos 
transmembranales usando las siguientes herramientas en línea: 
 
 TMHMM: es un método para predecir hélices transmembranales basado en un modelo 
oculto de markov y desarrollados por Anders Krogh y Erik Sonnhammer 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).  
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 TMPred: hace una predicción de las regiones que abarcan la membrana con su respectiva 
orientación ((K. Hofmann & W. Stoffel, 1993),  
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)).  
 
 Phobius: hace una predicción del péptido señal y de la topología transmembranal 
(http://phobius.sbc.su.se/).  
 
 DAS-TMFfilter server: describe segmentos transmembranales hidrófobos ((Cserzo, et al., 
2003), http://mendel.imp.ac.at/DAS/).  
 
 Protter: es una herramienta web que permite visualizar la secuencia, topología y 
anotaciones de las proteínas individualmente ((Omasits, Ahrens, Müller, & Wollscheid, 
2014), http://wlab.ethz.ch/protter/start/). 
 
 CCTOP: el servidor CCTOP es una aplicación que proporciona predicción de topología 
transmembranal, donde CCTOP significa "Precepción de Consenso de Topología 
Consistente". Utiliza 10 diferentes métodos de predicción de topología de vanguardia, e 
incorpora automáticamente información estructural y de topología previamente 
determinada en su estructura probabilística siguiendo el modelo oculto de Markov ((László 
Dobson, 2014), http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/).   
 
7.1.3 Predicción de estructura secundaria 
 
Continuando con el análisis estructural, los resultados provenientes de la estructura primaria se 
utilizaron para determinar los parámetros a aplicar en las herramientas que predicen el 
comportamiento de la estructura secundaria, al igual que en la predicción de segmentos 
transmembranales, para predecir la estructura secundaria de cada isoforma, se partió utilizando la 
secuencia de cada una en formato FASTA para correr las siguientes herramientas en línea: 
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 HHPred: una herramienta del “MPI Bioinformatics Toolkit” permitió la visualización de 
similitud entre regiones de la proteína HGSNAT contra otras proteínas, con la finalidad de 
analizar el comportamiento de las mismas. Su resultado fue un listado de dominios para la 
selección de ligandos (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
 
 Phyre2: considerada como una herramienta con objetivo múltiple, permitió el análisis de 
secuencias variadas, predicción de la estructura secundaria, análisis de dominios, 
información detallada de las estructuras de referencia, construcción de la estructura 
terciaria por ab-initio y predicción de dominios transmembranales ((Kelley & Sternberg, 
2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).  
 
 PSIPred: se basa en la predicción de la estructura secundaria, se utilizó para investigar la 
estructura de las dos isoformas de la enzima HGSNAT, PSIPred emplea redes neuronales 
para hacer una predicción por partes de la estructura secundaria (láminas beta, hélices alfa 
y bobinas) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 
 
 En términos de visualización los datos arrojados por el aplicativo CCTOP permitieron 
visualizar las regiones que presentan hélices transmembranales y los residuos que las 
constituyen, como también los estudios que se han desarrollado para cada sección ((László 
Dobson, 2014), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
 
7.1.4 Modelamiento de la estructura terciaria 
 
Para un desarrollo óptimo y confiable, de la estructura terciaria de la proteína se utilizaron tres 
métodos de construcción y predicción que son: homología, threading y ab-initio. 
 
Para cada método, se cargó la secuencia de aminoácidos en formato FASTA de cada isoforma, en 
las diferentes herramientas conforme al método de predicción, se seleccionó un análisis de 
construcción intensa y por defecto, con la finalidad de obtener resultados más exactos y precisos.  
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7.1.4.1 Modelamiento por homología 
 
Este método es fundamental para la construcción de estructuras terciarias por homología, las 
estructuras de referencia propuestas por el programa Swiss-model ((Biasini et al., 2014), 
https://swissmodel.expasy.org/) y Phyre2 ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) deberán tener un mínimo de 30% de 
identidad con la secuencia de aminoácidos de la proteína. La herramienta Swiss-model construyó 
la estructura base en tres dimensiones siguiendo parámetros de similitud los cuales fueron 
analizados y contrastados con base a los criterios de aceptación. 
 
7.1.4.2 Predicción por Threading  
 
Threading es un método de modelado de proteínas que se utiliza para construir la estructura 
terciaria para aquellas proteínas que tienen el mismo pliegue que las estructuras ya conocidas, pero 
que no tienen proteínas homólogas con estructura conocida, el método funciona mediante el uso 
de conocimiento estadístico de la relación entre las estructuras que reposan en el Protein Data Bank 
(PDB) y la secuencia de la proteína que se desea modelar (Peng & Xu, 2011). Por lo tanto threading 
se establece como un mecanismo ideal para la obtención de candidatos potenciales sometidos a 
análisis, Para esta predicción se hizo uso de los siguientes aplicativos: 
 
 PSIPred: el aplicativo PSIPred permite la obtención de un modelo 3D por threading, el 
método de predicción o algoritmo se divide en tres etapas: 1. la generación de un perfil de 
secuencia, 2. la predicción de la estructura secundaria inicial, y 3. filtrado de la estructura 
predicha. PSIPRED trabaja para normalizar el perfil de secuencia generada por PSIBLAST 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 
 
 Intractive Threading Assembly Refinement (I-TASSER): es una plataforma unificada 
y automatizada, que permitió la predicción de la estructura de la proteína mediante 
threading. Como resultado se obtuvieron 5 modelos para cada isoforma de la enzima 
HGSNAT, los cuales posteriormente, fueron sometidos a un análisis relacionado con la 
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conformación de su estructura y la información reportada en los antecedentes encontrados 
previamente ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).  
 
7.1.4.3 Predicción por ab-initio 
 
Siguiendo principios físicos, más que modelos resueltos se da la predicción y construcción por ab-
initio, las herramientas utilizadas fueron: 
 
 Phyre2: propuso una estructura por ab-initio, los modelos fueron construidos con base a 
los comportamientos que presentan otras proteínas similares, hasta superponerse con la 
proteína que presente menos variación espacial ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).  
 
7.1.5 Refinamiento de los modelos de estructura terciaria  
 
Para visualizar y optimizar la estructura terciaria se trabajó usando varios programas, el primero 
de ellos recibe el nombre de UCSF Chimera, el cual es un programa interactivo que permite 
visualizar y analizar estructuras moleculares y toda la información relacionada, incluye mapas de 
densidad, ensamblajes supramoleculares, secuencia de alineaciones, resultados de acoplamiento y 
trayectorias, conjuntos de información, entre otros datos importantes para estudios bioinformáticos 
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).  
 
Para la optimización de la estructura terciaria realizada anteriormente, se utilizó de un programa 
conocido como WHAT IF, el cual es un software de ordenador utilizado ampliamente en varios 
campos de investigación in silico en la estructura de macromoléculas,  permite hacer la corrección 
de ángulos diedros, hacer asignación de cargas, entre otras correcciones. El software proporciona 
un entorno flexible para su visualización, manejo y análisis de moléculas pequeñas, proteínas, 
ácidos nucleicos y sus respectivas interacciones (http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/index.html). 
 
También se emplearon programas como PyMOL (https://pymol.org/) y Schrödinger 
(https://www.schrodinger.com/maestro) para corroborar los archivos .pdb seleccionados como 
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candidatos. Los archivos .pdb contienen la información de elucidación estructural de una proteína, 
además de las coordenadas en el espacio de cada átomo de la molécula y su conectividad, este 
formato permite visualizar la estructura tridimensional de proteínas 
(http://www.wwpdb.org/documentation/file-format).   
 
Para esta visualización y optimización, se cargó la estructura en 3D seleccionada como posible 
candidato respectivamente para cada isoforma. 
 
7.1.6 Simulación de acoplamiento molecular “docking” 
 
Finalizando, y como objetivo fundamental del proyecto de investigación, es la evaluación de las 
interacciones mediante simulaciones de acoplamiento molecular “docking” de las isoformas 1 y 2 
de la enzima HGSNAT con los sustratos Acetil CoA y heparán Sulfato. Para esto, se utilizaron los 
recursos computaciones del Grupo de Investigación en Proteínas (GRIP) de la Universidad 
Nacional de Colombia (http://ciencias.bogota.unal.edu.co/gruposdeinvestigacion/grupo-de-
investigacion-en-proteinas-grip/). 
 
Para realizar el docking, fue necesario hacer una preparación de los receptores en este caso, los 
modelos estructurales obtenidos para las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT y de los ligandos 
heparán sulfato y AcetilCoA, para lo cual, se usó la interfaz gráfica de Autodock Tools 
(http://autodock.scripps.edu/).  
 
Los modelos estructurales de la enzima HGSNAT en formato .pdb se prepararon haciendo 
asignación de átomos de hidrógeno, cargas formales y estados de protonación a las estructuras.  
 
Las moléculas de Acetil CoA y heparán sulfato (ligandos) se construyeron en UCSF Chimera 
usando el formato de  Especificación de introducción lineal molecular simplificada (Simplified 
Molecular Input Line Entry Specification, SMILES) disponible en 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/53477714#section=InChI-Key, una vez construida 
las moléculas se asignaron cargas, estados de protonación y enlaces rotables en Autodock tools. 
Luego de tener listo cada receptor (isoforma 1 y 2), se generó una caja de cribado o “Grid Box” 
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con dimensiones especificas centrada en el sitio activo de las secuencias de interés de los 
receptores como blanco para el Docking.  
 
Se hizo un docking flexible que permitió la mejor orientación y conformación del Acetil CoA y el 
heparán sulfato en el sitio activo de cada isoforma. Se hicieron 20 simulaciones por isoforma con 
un valor de exhaustividad de 10, y 10 salidas (resultados) por simulación. Se seleccionaron los 
mejores resultados en términos de energía de unión expresada en kcal/mol y se exportaron los 
resultados como complejos receptor-ligando para análisis de interacciones. 
 
El análisis de interacciones permitió entender el modo de unión del heparán sulfato y el AcetilCoA 
con las isoformas 1 y 2 y también un acercamiento a la función catalítica de la enzima HGSNAT. 
Los mejores resultados de los dockings e interacciones se visualizaron con UCSF Chimera 
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), con la finalidad de generar las imágenes correspondientes. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
8.1 Análisis de la Estructura Primaria  
 
Mediante la búsqueda realizada en UniProt se obtuvo la secuencia de aminoácidos en formato 
FASTA para la enzima HGSNAT isoforma 1 (Q68CP4-1) y 2 (Q68CP4-2)  
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q68CP4).  Las cuales fueron el punto de partida para la obtención 
de los diferentes resultados esperados. A continuación, se presenta el formato FASTA de cada 
isoforma: 
 
>sp|Q68CP4|HGNAT_HUMAN Heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=HGSNAT PE=1 SV=2 
MTGARASAAEQRRAGRSGQARAAERAAGMSGAGRALAALLLAASVLSAALLAPGGSS
GRDAQAAPPRDLDKKRHAELKMDQALLLIHNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVN
VPQSPKAGKPSAAAASVSTQHGSILQLNDTLEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNG
VSEIACDLAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVIIVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRL
INSELGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPRLRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYF
KHASWNGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMTSILQRGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIIIV
NPNYCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVAVLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSS
WPQWLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYLGPGGIGDFGKYPNCTGGAAGYIDRLLLG
DDHLYQHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSIVMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFT
AWCCILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSLSYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWT
GTPFFYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFQWKLKDNQSHKEHLTQNIVATALWVLIAYILY
RKKIFWKI 
 
>sp|Q68CP4-2|HGNAT_HUMAN Isoform 2 of Heparan-alpha-glucosaminide N-
acetyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HGSNAT 
MSGAGRALAALLLAASVLSAALLAPGGSSGRDAQAAPPRDLDKKRHAELKMDQALLLI
HNELLWTNLTVYWKSECCYHCLFQVLVNVPQSPKAGKPSAAAASVSTQHGSILQLNDT
LEEKEVCRLEYRFGEFGNYSLLVKNIHNGVSEIACDLAVNEDPVDSNLPVSIAFLIGLAVI
IVISFLRLLLSLDDFNNWISKAISSRETDRLINSELGSPSRTDPLDGDVQPATWRLSALPPR
LRSVDTFRGIALILMVFVNYGGGKYWYFKHASWNGLTVADLVFPWFVFIMGSSIFLSMT
SILQRGCSKFRLLGKIAWRSFLLICIGIIIVNPNYCLGPLSWDKVRIPGVLQRLGVTYFVVA 
VLELLFAKPVPEHCASERSCLSLRDITSSWPQWLLILVLEGLWLGLTFLLPVPGCPTGYL
GPGGIGDFGKYPNCTGGAAGYIDRLLLGDDHLYQHPSSAVLYHTEVAYDPEGILGTINSI
VMAFLGVQAGKILLYYKARTKDILIRFTAWCCILGLISVALTKVSENEGFIPVNKNLWSL
SYVTTLSSFAFFILLVLYPVVDVKGLWTGTPFFYPGMNSILVYVGHEVFENYFPFQWKK
DNQSHKEHLTQNIVATALWVLIAYILYRKKIFWKI 
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Teniendo las secuencias en formato FASTA de cada isoforma se realizó un conteo de residuos 
presentes en cada proteína, su distribución porcentual, la masa promedio, el punto isoeléctrico 
teórico e índice de hidrofobicidad usando el programa GPMAW Lite. En la Fig. 3., se observa la 
composición de cada Isoforma conforme a los residuos que tiene cada una, mediante colores 
representativos el programa permite hacer una identificación de aminoácidos específicos (ácidos 
o básicos), también permite la predicción de modificaciones postraduccionales, de esta forma se 
pueden identificar 6 sitios de N-glicosilación para las dos isoformas.  
 
HGSNAT ISOFORMA 1 
 
HGSNAT ISOFORMA 2 
 
Fig. 3 Representación de composición de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: 
(GPMAWlite, https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).  
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En las tablas 2 y 3 (isoforma 1) y en las tablas 4 y 5 (isoforma 2) se describe la composición de 
aminoácidos presentes para cada isoforma, estas tablas hacen una aproximación porcentual y de 
masa conforme a la proporción de cada aminoácido, además a través de la base de datos en línea 
se hizo una aproximación al peso molecular total de cada isoforma, y a su respectivo punto 
isoeléctrico. 
 
Tanto para la isoforma 1, como para la 2, el aminoácido que se encuentra en mayor porcentaje en 
la enzima corresponde a la leucina, la cual se encuentra en un 14,03% en la isoforma 1 y 14,65% 
en la isoforma 2. Adicionalmente, se puede evidenciar que existe una diferencia de 3 Da entre la 
masa promedio de las isoformas, lo cual puede verse representado por la ausencia de los 
aminoácidos del 1 al 28 en la isoforma 2.  
 
 
Tabla 2. Composición porcentual de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWlite, 
https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/).  
Nombre Cantidad Porcentaje Masa 
Alanina 56 8.45 3.980,41 
Cisteína 14 2.11 1.429,92 
Acido Aspártico 26 3.92 2.992,30 
Acido Glutámico 25 3.77 3.227,89 
Fenilalanina 31 4.68 4.562,47 
Glicina 52 7,48 2.766,70 
Histidina 13 1.96 1.782,83 
Isoleucina 44 6.64 4.979,01 
Lisina 28 4.22 3.588,87 
Leucina 93 14.03 10.523,82 
Metionina 8 1.21 1.049,59 
Asparagina 25 3.77 2.852,60 
Prolina 32 4.83 3.107,73 
Glutamina 17 2.56 2.178,22 
Arginina 31 4.68 4.841,81 
Serina 51 7.69 4.440,99 
Treonina 27 4.07 2.729,84 
Valina 48 7.24 4.758,36 
Triptófano 18 2.71 3.351,84 
Tirosina 24 3.62 3.916,22 
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Total Residuos Conocidos 663 100 73.279,46 
 
Tabla 3. Información de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWlite, 
https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/). 
Propiedad Valor Unidad 
Masa promedio 73.279,46 Dalton 
Punto isoeléctrico 9,40 
 
Índice de hidrofobicidad 0,35 
 
 
 
 
Tabla 4. Composición porcentual de la enzima HGSNAT soforma 2. Fuente: (GPMAWlite, 
https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/). 
Nombre Cantidad Porcentaje Masa 
Alanina 46 7,24 3.269,62 
Cisteína 14 2,2 1.429,92 
Acido Aspártico 26 4,09 2.992,30 
Acido Glutámico 23 3,62 2.969,66 
Fenilalanina 31 4,88 4.562,47 
Glicina 48 7,56 2.738,49 
Histidina 13 2,05 1.782,83 
Isoleucina 44 6,93 4.979,01 
Lisina 28 4,41 3.588,87 
Leucina 93 14,65 10.523,82 
Metionina 7 1,1 918,39 
Asparagina 25 3,94 2.852,60 
Prolina 32 5,04 3.107,73 
Glutamina 15 2,36 1.921,96 
Arginina 25 3,94 3.904,69 
Serina 49 7,72 4.266,83 
Treonina 26 4,09 2.628,73 
Valina 48 7,56 4.758,36 
Triptófano 18 2,83 3.351,84 
Tirosina 24 3,78 3.916,22 
Total residuos conocidos: 635 100 70.482,39 
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Tabla 5. Información de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: (GPMAWlite, 
https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-tool/). 
Propiedad Valor Unidad 
Masa promedio 70.482,39 Dalton 
Punto isoeléctrico 9,06  
Índice de hidrofobicidad 0,35  
 
 
8.1.1 Alineamiento entre las secuencias de la isoforma 1 y 2 de la enzima HGSNAT 
 
Para determinar las diferencias en secuencia primaria entre las dos isoformas se realizó un 
alineamiento pareado (Fig. 4), tras el alineamiento se evidencia que existe una diferencia marcada 
entre las isoformas, ya que la isoforma 2 carece de los primeros 28 aminoácidos en su cadena, esto 
debido a que existen dos codones de iniciación alternativa en la misma cadena de ARN mensajero, 
resultando dos isoformas que difieren en sus extremos N-terminal.  
 
El alineamiento realizado es importante para evidenciar las diferencias estructurales que podrían 
presentarse entre las dos isoformas de la enzima HGSNAT. 
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Fig. 4. Alineamiento entre las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT hecho por la herramienta 
Clustal Omega. Fuente: (https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalo/toolform.ebi). 
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8.2 Predicción de segmentos transmembranales (TM)   
 
Como la enzima HGSNAT es una proteína transmembranal fue necesario realizar la predicción de 
sus posibles segmentos transmembranales (TM) con su respectiva orientación, para esto se usaron 
6 predictores de zonas transmembranales con la finalidad de hacer una comparación entre los 
diferentes resultados arrojados para así establecer un número de segmentos transmembranales que 
deberán ser evidenciados en la estructura terciaria de cada isoforma.  
 
El primer predictor utilizado TMHMM muestra la presencia de doce (12) zonas transmembranales 
para las dos isoformas, las cuales se ven representadas por el color rojo en las figuras 5 y 6, además, 
el predictor utiliza otras convenciones mediante colores, para simular las zonas que están afuera 
(rosado) y dentro (azul) de la membrana.  
 
 
Fig. 5.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta TMHMM para la enzima 
HGSNAT isoforma 1. Fuente: (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 
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Fig. 6.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta TMHMM para la enzima 
HGSNAT isoforma 2. Fuente: (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 
 
 
Uno de los criterios para determinar zonas transmembranales son los perfiles de hidrofobicidad, 
aminoácidos  o segmentos hidrofóbicos que puedan interactuar con los lípidos presentes en la 
membrana. Con base en lo anterior, el segundo predictor utilizado ProtScale del ExPASY mediante 
la escala de Hphob./Kyte & Doolittle, predijo el perfil de hidrofobicidad para cada isoforma (Fig. 
7 y 8) dentro de los cuales se puede evidenciar que la región N-terminal de cada isoforma es 
altamente hidrofóbica. (Kyte & Doolittle, 1982). 
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Fig. 7.  Perfil de hidrofobicidad predicho por la herramienta ProtScale para la enzima HGSNAT 
isoforma 1. Fuente: (https://web.expasy.org/protscale/).   
 
 
Fig. 8.  Perfil de hidrofobicidad predicho por la herramienta ProtScale para la enzima HGSNAT 
isoforma 2. Fuente: (https://web.expasy.org/protscale/).   
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El tercer predictor utilizado, recibe el nombre Phobius el cual identificó once (11) zonas 
transmembranales identificadas mediante color gris para cada isoforma, además a través de otros 
colores representa las siguientes zonas: color verde (zonas TM citoplasmáticas), azul (zonas TM 
extracitoplasmáticas) y rojo (péptido señal).  
 
Fig. 9.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Phobius para la enzima 
HGSNAT isoforma 1. Fuente: (http://phobius.sbc.su.se/). 
 
Fig. 10.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Phobius para la enzima 
HGSNAT isoforma 2. Fuente: (http://phobius.sbc.su.se/). 
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Protter fue seleccionado como el cuarto predictor de zonas TM, el cual arrojó diferentes resultados 
dentro de los cuales se predicen 11 zonas transmembranales para cada isoforma (Fig. 11 y 12), 
además de la predicción de la región N-terminal ubicada de manera extracelular, en las 
convenciones de Protter se representan 5 sitios de glicosilación identificados con color verde, los 
cuales previamente habían sido descritos por GPMAWLite, aunque esta herramienta mencionó 6 
sitios para cada isoforma.  
 
Fig. 11.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Protter para la enzima 
HGSNAT isoforma 21. Fuente: ((Omasits et al., 2014), ttp://wlab.ethz.ch/protter/start/).  
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Fig. 12.  Segmentos transmembranales predichos por la herramienta Protter para la enzima 
HGSNAT isoforma 2. Fuente: ((Omasits et al., 2014), ttp://wlab.ethz.ch/protter/start/).  
 
Finalmente en las tablas 6 y 7, se agrupan los resultados arrojados por las seis (6) herramientas 
utilizadas para la predicción de zonas transmembranales a partir de la secuencia de aminoácidos 
de cada isoforma, se observan variaciones en cuanto al número que corresponde al aminoácido en 
el cual inicia o termina el segmento TM, esto debido a que cada herramienta trabaja con un 
algoritmo diferente. 
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Tabla. 6.  Segmentos transmembranales predichos por seis herramientas in silico para la 
enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: Elaboración propia.  
SOFTWARE TMS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Construido con base a la estructura primaria de la proteína HGSNAT isoforma 1 
TMHMM 2.0 12 
30 - 
52 
194 - 
216 
276 - 
295 
310 - 
329 
342 - 
361 
376 - 
398 
418 -
440 
502 -
524 
531 -
550 
565 -
587 
594 - 
616 
636 - 
655 
TMPRED 11 
194 - 
211 
276 - 
292 
310 - 
326 
345 - 
362 
375 - 
395 
423 - 
439 
505 - 
524 
531 - 
548 
568 - 
585 
593 - 
610 
637 - 
655 
N/A 
PHOBIUS 11 
194 - 
215 
279 -
289 
309 -
330 
342 -
361 
381 - 
399 
420 - 
440 
501 -
524 
531 - 
549 
569 - 
588 
600 - 
617 
637 - 
655 
N/A 
PROTTER 11 
193 - 
214 
273 - 
290 
308 - 
330 
342 -
365 
380 - 
399 
420 - 
441 
500 - 
524 
531 - 
550 
568 - 
588 
600 - 
618 
636 - 
655 
N/A 
DAS-TMfilter 11 
35 -
51 
194 - 
216 
275 -
286 
305 -
324 
344 - 
358 
380 - 
394 
421 - 
440 
506 -
515 
536 -
548 
570 -
591 
642 -
654 
N/A 
CCTOP 12 
30 - 
54 
194 - 
216 
276 - 
295 
310 - 
329 
342 - 
361 
376 - 
398 
418 - 
440 
502 - 
524 
531 - 
556 
567 - 
587 
594 - 
616 
636 - 
655 
 
Tabla. 7.  Segmentos transmembranales predichos por seis herramientas in silico para la 
enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente: Elaboración propia.  
SOFTWARE TMS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Construido con base a la estructura primaria de la proteína HGSNAT isoforma 2 
TMHMM 2.0 12 
30 - 
52 
194 - 
216 
276 - 
295 
310 - 
329 
342 - 
361 
376 - 
398 
418 -
440 
502 -
524 
531 -
550 
565 -
587 
594 - 
616 
636- 
655 
PHOBIUS 11 
194 - 
211 
276 - 
292 
310 - 
326 
345 - 
362 
375 - 
395 
423 - 
439 
505 - 
524 
531 - 
548 
568 - 
585 
593 - 
610 
637 - 
655 
N/A 
PROTTER 11 
194 - 
215 
279 -
289 
309 -
330 
342 -
361 
381 - 
399 
420 - 
440 
501 -
524 
531 - 
549 
569 - 
588 
600 - 
617 
637 - 
655 
N/A 
TMPRED 11 
193 - 
214 
273 - 
290 
308 - 
330 
342 -
365 
380 - 
399 
420 - 
441 
500 - 
524 
531 - 
550 
568 - 
588 
600 - 
618 
636 - 
655 
N/A 
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DAS-TMfilter 11 
35 -
51 
194 - 
216 
275 -
286 
305 -
324 
344 - 
358 
380 - 
394 
421 - 
440 
506 -
515 
536 -
548 
570 -
591 
642 -
654 
N/A 
CCTOP 12 
30 - 
54 
194 - 
216 
276 - 
295 
310 - 
329 
342 - 
361 
376 - 
398 
418 - 
440 
502 - 
524 
531 - 
556 
567 - 
587 
594 - 
616 
636- 
655 
 
Para las dos isoformas cuatro (4) de las seis (6) herramientas predijeron 11 segmentos 
transmembranales, lo cual coincide con la información reportada por Fan et al., para la enzima 
HGSNAT, en dónde reportan que la proteína cuenta con once (11) zonas transmembranales (Fan, 
et al., 2011). 
 
8.3 Análisis de la estructura secundaria  
 
La herramienta en línea Phyre2 permitió hacer una predicción de la conformación de la estructura 
secundaria de las dos isoformas de la enzima HGSNAT, esta predicción se interpreta a través de 
un rango de confiabilidad en relación con la presencia de hélices alfa, laminas beta y segmentos 
transmembranales. La distribución de la estructura secundaria se organiza de la siguiente manera 
isoforma 1 (Tabla 8) e isoforma 2 (Tabla 9): 
 
 
Tabla 8. Composición de la estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre2 para la 
isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: (Adaptada de (Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).   
(22%) Desordenada 
(48%) Hélices alfa 
(12%) Laminas betas 
(38%) Hélices transmembranales 
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Tabla 9. Composición de la estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre2 para la 
isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: (Adaptada de (Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).   
(22%) Desordenada 
(48%) Hélices alfa 
(12%) Laminas beta 
(38%) Hélices transmembranales 
 
 
 
Seguido a esto, para la interpretación de los resultados emitidos de la estructura secundaria de las 
dos isoformas de la enzima HGSNAT, Phyre2 realiza una convención que se puede elucidar 
mediante el “nivel de confianza”, en donde nueve (9) es alto y se representa en color rojo y un 
nivel de baja confianza es cero (0) y se representa en color morado. 
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Fig. 13. Estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre2 para la isoforma 1 de la 
enzima HGSNAT. Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
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Fig. 14. Estructura secundaria predicha por la herramienta Phyre2 para la isoforma 2 de la 
enzima HGSNAT. Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).  
 
Mediante las estructuras secundarias de las isoformas de la enzima HGSNAT (Fig. 13 y 14), se 
pudo observar que el porcentaje de confiabilidad para las hélices transmembranales es alto, esto 
coincide con las dos herramientas que previamente identificaron doce (12) segmentos TM para 
cada isoforma. Para el resto de la estructura secundaria, el porcentaje de confiabilidad establecido 
por el “nivel de confiabilidad” se mantuvo por encima de los 5 puntos, es decir, que la estructura 
predicha tiene un grado intermedio de confiabilidad. Las unidades que se encuentran en mayor 
proporción en las estructuras secundarias son las hélices alfa, las cuales tienen un porcentaje del 
48% en la isoforma 1 y del 46% en la isoforma 2.  
 
8.4 Identificación de dominios 
 
Mediante la herramienta HHPred se realizó la predicción de dominios de las dos isoformas de la 
enzima HGSNAT, con la finalidad de identificar ciertas similitudes relacionadas con zonas TM o 
hélices alfa existentes con algunas proteínas ya cristalizdas, ya que los dominios en una proteína 
son considerados como zonas en las cuales hay más plegamientos y se halla mayor densidad, la 
utilidad de los dominios se da cuando estos son funcionales, sí la unidad de la proteína lleva a cabo 
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una función bioquímica determinada y es estable estructuralmente (Campbell, Smith, & Peters, 
2006).  
 
HHPred identificó ocho (8) dominios (Fig. 15) que se relacionan con la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT, además se pudo evidenciar la región correspondiente al dominio y el origen de las 
proteínas relacionadas con la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Por otro lado, para la isoforma 2 
HHPred estableció un (1) dominio (Fig. 16).  
 
 
Fig. 15. Dominios identificados por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
 
 
Fig. 16. Dominios identificados por la herramienta HHPred para la isoforma 2 de la enzima 
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
 
Para el análisis se seleccionaron dos (2) dominios de la isoforma 1, l primer dominio (Fig. 17) 
tiene una identidad del 11% con la enzima HGSNAT en los residuos 158 a 226, la proteína de 
origen es una disulfuro-isomerasa A3 de Homo Sapiens. Las proteínas disulfuro isomerasa o PDI 
es una enzima presente en el retículo endoplasmático de las células eucariotas y tiene como función 
catalizar la formación y ruptura de los puentes disulfuro entre cisteínas de una proteína mientras 
esta se está plegando, permitiendo así que la proteína encuentre rápidamente su conformación 
tridimensional correcta (Wilkinson & Gilbert, 2004).  
 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 61 
 
Fig. 17. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
 
El segundo dominio (Fig. 18) presenta una identidad del 11% con la enzima HGSNAT en los 
residuos 128 al 263, la proteína de origen del dominio corresponde a un homólogo de la proteína 
de unión a reticulocitos de Plasmodium falciparum, las proteínas homólogas son aquellas que son 
derivadas de un “ancestro común”, es decir de una proteína que ya ha sido cristalizada y elucidada, 
estas proteínas pueden estar presentes en una misma especie o en especies diferentes, esta proteína 
se estudia con la finalidad de evaluar péptidos de alta unión de la malaria con los glóbulos rojos 
(Rodríguez, Bernal, Prieto, & Correa, 2010).  
 
 
Fig. 18. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
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Para la isoforma 2, el único dominio identificado (Fig. 19) está en la región de residuos 600-635 
se dió una similitud en actividad con la proteína 4PD6 de la especie Vibrio cholerae, la proteína 
actúa como un transportador acoplado a sodio. Obtuvo un porcentaje de identidad del 23%, 
correlación de 0.172 y una probabilidad de similitud en funciones de 8.11% siendo baja para 
establecer algún ligando.  
 
 
Fig. 19. Dominio identificado por la herramienta HHPred para la isoforma 2 de la enzima 
HGSNAT. Fuente: (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred). 
 
Para ambas isoformas, los dominios identificados presentaron un porcentaje de probabilidad 
mayor al 40%,  pero su porcentaje de identidad con la enzima HGSNAT es inferior al 30% por lo 
cual los alineamientos podrían no tener una alta relevancia, pero es importante resaltar que uno de 
los dominios escogidos se asemejan con la función de la enzima HGSNAT, la cual consiste en 
transferir grupos funcionales para catalizar reacciones. 
 
8.5 Modelamiento de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT (isoformas 1 y 2) 
 
La construcción de la estructura terciaria de las dos isoformas de la enzima HGSNAT se realizó 
por tres métodos: homología, ab-initio y threading. 
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8.5.1 Modelamiento por homología  
 
El modelado por homología es un método que resulta bastante útil cuando las secuencias de las 
proteínas son similares entre sí debido a que presentan un mismo origen evolutivo (Oxford 
University Press., s. f.). En bioinformática, el modelamiento por homología se usa para determinar 
qué partes de una proteína son importantes en la conformación de sus estructura tridimensional, 
de esta manera se puede predecir la estructura terciaria de una proteína desconocida, mediante la 
estructura de una ya cristalizada conocida como homóloga (Fitch, 1970). 
 
8.5.1.1 Homología por SWISS-MODEL  
 
Mediante el aplicativo en línea SWISS-MODEL se pudo conocer algunos posibles candidatos 
mediante las estructuras de referencia que más se acercan a la enzima HGSNAT con la finalidad 
de realizar una aproximación por homología. 
 
8.5.1.1.1 Estructuras de referencia  
 
Tabla 10. Predicción de la estructura terciaria por homología hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014), 
https://swissmodel.expasy.org/). 
 
 
Identificación: 5iy5.1.C 
Familia: Subunidad 3 del citocromo c 
oxidasa. 
% de identidad: 11,54% 
Rango: 494 – 574. 
Cobertura: 0.12 
Análisis: Este molde no cumple con el 
porcentaje mínimo para construir el modelo 
mediante homología (30%) y adicionalmente 
la familia de la proteína es diferente a la de la 
isoforma 1 de la enzima HGSNAT. 
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Tabla 11. Predicción de la estructura terciaria por homología hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014), 
https://swissmodel.expasy.org/). 
 
Identificación: 4u0q.1.B 
Familia: Inductor de metaloproteinasas de matriz 
extracelular. 
% de identidad: 15,79% 
Rango: 158 – 184. 
Cobertura: 0.06 
Análisis: Este molde no cumple con el porcentaje 
mínimo para construir el modelo mediante homología 
(30%) y adicionalmente la familia de la proteína es 
diferente a la de la isoforma 1 de la enzima HGSNAT. 
 
Tabla 12. Predicción de la estructura terciaria por homología hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014), 
https://swissmodel.expasy.org/). 
 
 
Identificación: 4zw9.1.A 
Familia: GLUT 3. 
% de identidad: 9,88% 
Rango: 472 – 564. 
Cobertura: 0.12 
Análisis: El porcentaje de identidad que 
presenta el modelo está por debajo del requerido 
para una construcción por homología, por lo cual 
el modelo es descartado. 
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Tabla 13. Predicción de la estructura terciaria por homología hecha por la herramienta SWISS-
MODEL para la isoforma 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Biasini et al., 2014), 
https://swissmodel.expasy.org/). 
 
 
Identificación: 5mmt.1.A 
Familia: PepTSt. 
% de identidad: 11,76% 
Rango: 470-521. 
Cobertura: 0.12 
Análisis: La especie de origen no es eucariota, 
así mismo su porcentaje de identidad está por 
debajo del mínimo requerido para construcción 
por homología. 
 
Las estructuras de referencia predichas por la herramienta SWISS-MODEL para la enzima 
HGSNAT isoforma 1 (Tablas 10 y 11) e isoforma 2 (Tablas 12 y 13), tienen una cobertura muy 
baja, es decir que el programa solo es capaz de construir algunas regiones de la estructura terciaria 
de la enzima, máximo cien (100) aminoácidos de la cadena pueden ser modelados por homología, 
adicionalmente, los modelos no superan el 30% de identidad, por lo cual la construcción de la 
estructura terciaria de la enzima HGSNAT no fue posible a través del método de homología 
realizado por esta herramienta.  
 
8.5.1.2 Homología por Phyre2  
 
Dentro de los múltiples análisis hechos por la herramienta en línea Phyre2 se incluye la 
construcción de la estructura terciaria de la enzima a través del método de homología, para el cual 
se obtienen los siguientes resultados (Tablas 14 y 15):  
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Tabla 14. Homología de la enzima HGSNAT isoforma 1 descrita por la herramienta Phyre2. 
Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
ID c2kncA c6eznB c2l8sA 
NOMBRE 
Heterocomplejo de 
integridad 
plaquetaria 
ALFAIIB-BETA3 
transmembrana-
citoplasmática 
Estructura Cryo-EM del 
complejo de 
oligosaccariltransferasa 
de levadura (OST) 
Solución Estructura de 
RMN de regiones 
transmembrana y citosólica 
de Integrina Alpha1 en 
micelas de detergente 
FUNCIÓN Adhesión celular Proteína de membrana Adhesión Celular 
ESTRUCTURA 
DE 
REFERENCIA 
 
 
 
 
MODELO POR 
HOMOLOGIA 
DE HGSNAT 
ISOFORMA 1 
   
ORGANISMO 
Homo sapiens Saccharomyces 
cerevisiae 
Homo sapiens 
CONFIANZA 42.0 33.6 30.4 
% IDENTIDAD 11 26 19 
%COBERTURA 633-659 247-353 633-659 
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Tabla 15. Homología de la enzima HGSNAT isoforma 2 descrita por la herramienta Phyre2. 
Fuente: ((Kelley & Sternberg, 2009), 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
ID d1v54c c5xamA d1qlec 
NOMBRE 
Citocromo c oxidasa del 
corazón bovino en el 
estado completamente 
oxidado 
Estructura cristalina 
del motor de 
secreción de proteínas 
Crio-estructura del 
Paracoccus 
denitrificans con cuatro 
subunidades  
FUNCIÓN Oxidoreductasa 
Proteína de 
membrana 
Oxidoreductasa/Sistema 
inmune 
ESTRUCTURA 
DE 
REFERENCIA 
 
 
 
MODELO POR 
HOMOLOGIA 
DE HGSNAT 
ISOFORMA 2 
   
ORGANISMO Bos taurus 
Deinococcus 
radiodurans 
Paracoccus 
denitrificans 
CONFIANZA 52.3 47.6 44.9 
% IDENTIDAD 15 16 15 
%COBERTURA 453-547 272-372 446-547 
 
Para la isoforma 1 (Tabla 14) el modelo con mayor porcentaje de identidad y cobertura, 
corresponde al modelo construido a partir de la estructura de referencia del organismo 
Saccharomyces cerevisiae, el cual presenta un 26% de identidad con la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT ya que solo construye una región de la cadena compuesta por siete (7) aminoácidos de 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 68 
la cadena. De la misma manera, para la isoforma 2 (Tabla 15) el modelo construido con mayor 
porcentaje de identidad y cobertura pertenece al que utilizó como estructura de referencia a una 
proteína del organismo Bos taurus el cual tiene un porcentaje de 52,3% de identidad con la 
estructura de la isoforma 2 de la enzima HGSNAT, pero su cobertura solo está disponible para 
siete (7) aminoácidos de la estructura. De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente, 
Phyre2  no logró construir un modelo con una cobertura del 100%, es decir que incluyera toda la 
cadena de aminoácidos de cada isoforma, por lo cual los modelos construidos son rechazados ya 
que no cumplen con las condiciones mínimas para aceptar la predicción por homología.  
 
8.5.2 Modelamiento por ab-inito mediante Phyre2  
 
El método de ab-initio o busca predecir la conformación estructural nativa de una proteína, esta 
construcción se basa principalmente en principios físicos más que en estructuras previamente 
descritas (Zhang, 2008). 
 
Dentro de los múltiples resultados emitidos por la herramienta Phyre2 se obtuvo un modelo 
renderizado de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT isoforma 1 (Fig. 20) e isoforma (Fig. 
21), estos modelos fueron construidos por ab-initio  usando las ecuaciones de Langevin con la 
información que provee los modelos ocultos de Markov (HMM-HMM), el cual agrupó datos 
teóricos mediante un análisis extenso de la caracterización de la estructura primaria y la 
distribución de grupos de la estructura secundaria. 
 
El archivo .pdb obtenido mediante Phyre2 fue corregido por el programa de “WHAT-IF” en cuanto 
a parámetros estructurales para los ángulos diedros y valores cuantitativos, esto con la finalidad de 
optimizar sus propiedades y así tener certeza de que el resultado final de la proteína estaría 
corregido. Como resultado se obtuvo una estructura terciaria que presentó desorden e inestabilidad. 
Además, en las dos estructuras construidas se percibió una distribución de proteína glomerular con 
hélices alfa súper enrolladas, lo cual no coincide con la predicción hecha para la estructura 
secundaria.  
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Fig. 20. Estructura terciaria por ab-initio de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: ((Kelley 
& Sternberg, 2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
 
 
Fig. 21. Estructura terciaria por ab-initio de la enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente:  ((Kelley 
& Sternberg, 2009), http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
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8.5.3 Modelamiento por threading mediante I-TASSER 
 
El método de threading también conocido como “enhebrado de proteínas”, consiste en el modelado 
de la estructura terciara de una proteína que tiene los mismos pliegues que las estructuras de 
proteínas cristalizadas, pero que no tienen homólogos con una estructura conocida, este método 
contrasta la secuencia de aminoácidos de una estructura frente a una plantilla, que es una base de 
datos con las proteínas que utiliza para la construcción del modelo (Sandberg, Terwilliger, & 
Eisenberg, 1989). 
 
A través de la plataforma online denominada “I-TASSER” se obtuvieron 5 candidatos para cada 
isoforma, como posibles modelos de la estructura terciaria de la enzima HGSNAT isoforma 1 (Fig. 
22) e isoforma 2 (Fig. 23).  
 
Para seleccionar los modelos adecuados para la estructura terciara de la enzima HGSNAT isoforma  
1 y 2 se utilizó el puntaje de c-score, el cual es un valor de confianza para estimar la calidad de los 
modelos predichos por I-TASSER, el programa calcula este valor basándose en la importancia de 
alinear plantillas de subprocesos y parámetros de convergencia de las simulaciones de ensamblaje 
de las estructuras, este puntaje c-score está en un rango de [-5 a 2] en donde un valor más positivo 
o mayor, significa un modelo con alta confianza y viceversa (Y Zhang, 2008). 
 
Adicionalmente, teniendo en cuenta el valor de c-score de cada modelo, se escogió el mejor 
modelo para cada isoforma con base a lo predicho previamente para sus zonas TM y su estructura 
secundaria, además de la comparación con enzimas de tipo acetiltransferasas cuyas estructuras 
terciarias ya se encuentren cristalizadas.  
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Fig. 22. Mosaico de estructuras terciarias de la enzima HGSNAT isoforma 1. Fuente: ((Y 
Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
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Fig. 23. Mosaico de estructuras terciarias de la enzima HGSNAT isoforma 2. Fuente: ((Y 
Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
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En paralelo, luego de obtener los cinco (5) posibles modelos para cada isoforma se realizaron sus 
respectivos diagramas de Ramachandran mediante el programa Procheck, los cuales permitieron 
visualizar todas las combinaciones posibles de los ángulos diedros en los aminoácidos de las 
isoformas 1 y 2  de la enzima HGSNAT.  En un gráfico de Ramachandran la conformación de los 
polipéptidos se define mediante un esquema con cuatro cuadrantes conformados de la siguiente 
manera (Ramachandran, Ramakrishnan, & Sasisekharan, 1963):   
 
A B 
C  
 
A: Combinaciones de hélices alfa hacía la izquierda. 
B: Combinaciones de hojas beta. 
C: Combinaciones de hélices alfa hacía la derecha, giros y loops. 
 
Con base en lo anterior para la isoforma 1 (Fig. 24) y para la isoforma 2 (Fig. 25) se realizó este 
análisis para los cinco modelos emitidos por I-TASSER con la finalidad de escoger el modelo que 
fuera más estable y así tener el candidato más adecuado, teniendo en cuenta que un modelo de 
muy buena calidad estereoquímica debe tener un 90% de residuos en las regiones más favorecidas 
estructuralmente (Hélices α dextrógiras y levógiras y hojas plegadas β, zonas rojas en los 
diagramas de Ramachandran utilizados en este trabajo) (Reyes, Castro, & Reyes, 2017). y un          
G-factor mayor a -0.5, para el caso de la isoforma 1 y 2 se obtiene un 74.3% de residuos ubicados 
en regiones favorables y un G-factor -0.86, lo cual hace a estos candidatos unas proteínas de 
configuración geométrica inusual y de calidad media alta, de esta manera se recomienda así 
corregir los ángulos diedros para mejorar el puntaje de G-factor, lo cual se hizo mediante la 
herramienta WHAT IF y se logró dejar las proteínas preparadas para realizar las simulaciones de 
acoplamiento molecular “Docking”. 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 74 
 
Fig. 24. Diagrama de Ramachandran para el modelo seleccionado de la isoforma 1 de la enzima 
HGSNAT generado por PROCHECK Statistics. Fuente: http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/cgi-bin/pdbsum  
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Fig. 25. Diagrama de Ramachandran para el modelo seleccionado de la isoforma 2 de la enzima 
HGSNAT generado por PROCHECK Statistics. Fuente: http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/cgi-bin/pdbsum  
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Luego de obtener los 5 modelos para cada isoforma, se seleccionó el modelo #2 (Fig. 24) para la 
isoforma 1, aunque dentro de los modelos entregados por la herramienta el modelo #1 sería el 
candidato óptimo, por tener un puntaje  c-score de -1.48. Sin embargo, la similitud estructural a 
una acetiltransferasa no es la indicada, adicional a esto no hay una correspondencia con lo predicho 
en los resultados de estructura secundaria. Con base en lo anterior, se selecciona el modelo #2, 
que, aunque tiene un puntaje de -2.90 su similitud estructural se asemeja a la de una proteína de 
tipo acetiltransferasa, así mismo se confirma con la predicción de la estructura secundaria, en 
relación con los segmentos transmembranales. Para la isoforma 2, el modelo #1 (Fig. 25)  es el 
seleccionado por su c-score que en el caso de los modelos entregados por la herramienta este 
modelo es el candidato óptimo por este factor, con un puntaje de -2.38, su similitud estructural se 
asemeja a la de una proteína de tipo acetiltransferasa, así mismo se confirma la predicción dada en 
estructura secundaria acerca de los segmentos transmembranales. 
 
Fig. 26. Estructura terciaria por threading de la enzima HGSNAT isoforma 1 y su homologo 
Q9BWD1. Fuente: ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). / 
(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1WL4) 
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Fig. 27. Estructura terciaria por threading de la enzima HGSNAT isoforma 2 y su homologo 
Q9BWD1. Fuente: ((Y Zhang, 2008), https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). / 
(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1WL4) 
 
Adicionalmente, dentro de los resultados arrojados por I-TASSER para los dos modelos 
tridimensionales de las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT, se incluyó una predicción de los 
posibles sitios activos de cada estructura, usando el ligando Acetil CoA representados en la Tabla 
16: 
 
Tabla 16. Sitios activos predichos por la herramienta I-TASSER, para los modelos escogidos de 
las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT. Fuente: ((Y Zhang, 2008), 
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
Isoforma Nombre Especie Función 
Residuos del sitio de 
unión del ligando 
1 3w3jA Homo sapiens Sistema Inmune 270,272,275,306,307,308 
2 1xmeA Thermus 
 thermophilus  
Oxidoreductasa  270, 275, 308  
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8.6 Simulaciones de acoplamiento molecular “docking molecular” 
 
La literatura indica que la zona catalítica de la HGSNAT incluye el aminoácido His297 para la 
isoforma 1 e His269 para la isoforma 2 (Durand et al., 2010). Este aminoácido (His297) de  acuerdo 
a nuestros resultados está ubicado en la zona transmembranal X y de forma intracelular. Teniendo 
en cuenta esto se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular (docking) estableciendo 
como blanco esta región. De acuerdo a las limitaciones del programa para las simulaciones se 
realizó docking con cada sustrato de forma independiente. Se seleccionaron los resultados más 
favorables en relación a energía de unión y conformación, dichos resultados se reprodujeron 
mediante 10 ensayos de docking molecular por cada isoforma de la enzima. Se corroboró la 
afinidad o energía libre de unión de las estructuras en estas regiones por la formación de puentes 
de hidrógeno con los aminoácidos de cada isoforma favoreciendo complejos estables.  
 
8.6.1 Estudio del complejo ligando receptor para la molecula Acetil CoA 
 
En la figura 28 se observa el compuesto Acetil CoA acoplado a la isoforma 1,  donde el ligando 
(Acetil CoA) por su grupo fosfato se orienta para formar un puente de hidrógeno con el aminoácido 
His297 y por su grupo acetil con el aminoácido Tyr267 (Durand et al., 2010), se establece una energía 
libre de unión de -4.9 kcal/mol y una conformación extendida en el probable pocket de la enzima. 
En la figura 29 se visualiza el entorno químico que adquiere el sustrato acetil CoA que interactúa 
con aminoácidos cercanos como Asn286, Tyr294, Val285, Tyr267, His297 y Leu303 lo cual favorece un 
ambiente estable para la unión sustrato-enzima. Para el caso de la isoforma 2 se observa en la 
figura 30 que el ligando se enlaza por su grupo fosfato al aminoácido Met254 y su energía libre de 
unión es de -4.6 kcal/mol, esta interacción está cercana a la His269 , esto indica que si hay acople 
en la zona catalítica. En la figura 31 se visualiza el entorno químico que adquiere el sustrato acetil 
CoA que interactúa con aminoácidos cercanos como Thr616, Trp619, Leu255, Phe256, Val257, Tyr266, 
His269, Pro331 y Met254 similar a lo sucedido con la isoforma uno, el tener un entorno de múltiples 
interacciones favorece una estabilidad en la unión sustrato enzima.  
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Fig. 28. Interacción  que presenta la isoforma 1 con el ligando Acetil CoA. Fuente: Autodock 
(http://autodock.scripps.edu/).   
 
Fig. 29. Entorno químico del AcetilCoA con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 1. 
Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).   
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Fig. 30. Interacción  que presenta la isoforma 2 con el ligando Acetil CoA. Fuente: Autodock 
(http://autodock.scripps.edu/).   
 
Fig. 31. Entorno químico del AcetilCoA con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 2. 
Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).   
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8.6.2 Estudio del complejo ligando receptor para la molecula heparán sulfato 
 
En la figura 32 se observa la interacción entre el ligando heparán sulfato con la isoforma 1, en 
donde el ligando se orienta por su grupo sulfato formando un puente de hidrógeno con el 
aminoácido His297, se establece una energía libre de unión de -5.9 kcal/mol y una conformación 
cercana a lo que se aprecia como pocket. En la figura 33 se visualiza el entorno químico que 
adquiere el sustrato heparán sulfato que interactúa con aminoácidos cercanos como His297, Tyr294, 
Ala298, Ile355, Val283 y Asn286 lo cual favorece un ambiente estable para la unión sustrato-enzima. 
Para el caso de la isoforma 2 se observa en la figura 34 que el ligando se enlaza por su grupo 
sulfato con el aminoácido Trp265 y su afinidad energética es de -5.3 kcal/mol, sin embargo, hay 
interacción  cercana a la His269 lo cual a evaluar los demás ensayos de docking no se generaba, 
siendo así este modelo aproximado el elegido como más probable. En la figura 35 se visualiza el 
entorno químico que adquiere el sustrato heparán sulfato que interactúa con aminoácidos cercanos 
como Trp265, His269 y Leu275, presenta poca interacción  circundante al sitio activo de la enzima lo 
cual establece una inestabilidad entre el sustrato y el receptor (isoforma 2). 
 
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 82 
 
Fig. 32. Interacción  que presenta la isoforma 1 con el ligando heparán sulfato. Fuente: 
Autodock (http://autodock.scripps.edu/).   
 
Fig. 33. Entorno químico del heparán sulfato con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 
1. Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).   
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Fig. 34. Interacción  que presenta la isoforma 2 con el ligando heparán sulfato. Fuente: 
Autodock (http://autodock.scripps.edu/).   
 
Fig. 35. Entorno químico del heparán sulfato con los residuos de la enzima HGSNAT isoforma 
2. Fuente: Autodock (http://autodock.scripps.edu/).  
Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A | Formato de Presentación proyecto de grado 
Página 84 
En relación a los dockings moleculares para cada isoforma, es importante resaltar que solamente 
se contaba con un dato experimental que caracterizaba un aminoácido en el sitio catalítico de cada 
isoforma, por tanto se hizo una aproximación a los demás aminoácidos que constituyen el sitio 
catalítico de la enzima, por lo cual es necesario contar con más información experimental que 
permita establecer y comprobar que sí corresponde al sitio catalítico de la enzima y de la misma 
manera definir un ambiente químico que favorezca las interacciones que lleva a acabo la enzima.   
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9. CONCLUSIONES  
 
 
1. La predicción de los segmentos transmembranales y la estructura secundaria de ambas 
isoformas corresponde a lo descrito para una enzima transmembranal como lo es la 
HGSNAT.  
 
2. Cuando los porcentajes de identidad son bajos (inferiores al 30%) no se puede realizar un 
modelado por homología, además, los modelos propuestos para cada isoforma en esta 
investigación  mediante este método no tuvieron una cobertura total de la cadena de 
aminoácidos. 
 
3. El desarrollo por ab-initio se descartó, debido a que los modelos obtenidos no son útiles en 
razón a su poco orden y dispersión en la composición de la estructura, además, de las 
diferencias existentes entre los resultados de la estructura primaria y secundaria. 
 
4. Mediante el método de threading y a través de la herramienta in silico I-TASSER se 
propuso un modelo tridimensional para las isoformas 1 y 2 de la enzima HGSNAT, ambos 
modelos cuentan con 11 segmentos transmembranales, y corresponden con la estructura 
tradicional de acetiltransferasas ya cristalizadas. 
 
5. Tanto la predicción de estructura secundaria, zonas transmembranales y los modelos 
tridimensionales obtenidos para cada isoforma indican que la zona catalítica se ubica de 
forma intracelular y corresponde con datos experimentales que resaltan el papel del 
aminoácido HIS en la función catalítica.  
  
6. Aunque los ligandos utilizados (Acetil CoA y heparán sulfato) para cada enzima muestran 
interacciones favorables con los dos receptores (isoforma 1 y 2 de la enzima HGSNAT) y 
se estableció un ambiente químico en el sitio catalítico, es difícil proponer un modelo de 
catálisis. 
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7. Se requiere mayor información experimental para poder respaldar un modelo de la función 
catalítica de la HGSNAT.  
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10. RECOMENDACIONES  
 
Luego de culminar los objetivos propuestos en está investigación es posible realizar las siguientes 
recomendaciones para estudios a futuro: 
 
1. Explorar otras opciones para evaluar las interacciones entre las isoformas de la 
enzima HGSNAT con otros ligandos mediante dinámica molecular.  
 
2. Realizar otros dockings moleculares en programas que permitan hacer la 
simulación con dos ligandos al mismo tiempo, ya que AutoDock Vina no permitió 
la ejecución de los dockings con dos ligandos al tiempo (Acetil CoA y heparán 
sulfato).  
 
3. Adicionalmente, los dockings podrían ser visualizados en otras herramientas in 
silico con la finalidad de evidenciar las diferentes interacciones existentes entre los 
receptores y los ligandos, ya que la interfaz gráfica de AutoDock limita la 
visualización en mayor proporción a interacciones de tipo puentes de hidrógeno. 
 
4. Identificar otros posibles sitios activos o catalíticos de la enzima mediante 
simulaciones adicionales (dinámica molecular). 
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11. IMPACTO ESPERADO 
 
Como investigadores y futuros químicos farmacéuticos, esperamos que esta investigación haga un 
aporte al Síndrome de Sanfilippo, ya que es una enfermedad rara y poco estudiada, de la misma 
manera, la proteína HGSNAT involucrada en la enfermedad, tiene muy poca información que se 
relacione a estudios bioinformáticos. Con base en lo anterior, el impacto fundamental esperado se 
relaciona con la alimentación a bases de datos relacionadas con proteínas y con la enfermedad 
directamente. Mediante el docking molecular, podemos incentivar la búsqueda de dianas 
terapéuticas que se puedan relacionar con el tratamiento de la enfermedad. 
 
Adicionalmente, la bioinformática es un campo muy amplio y con bastantes estudios novedosos, 
por lo cual buscamos incentivar la participación en estudios de tipo in silico que puedan hacer 
aproximaciones reales a investigaciones in vivo e in vitro.  
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